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I
摘要
天然免疫是机体对抗病原体的第一道屏障。在天然免疫中，RIG-I 介导的
RLR 抗病毒信号通路能够有效的诱导 I 型干扰素的表达，进而诱导一系列相关
的抗病毒天然免疫反应。RIG-I在识别具有5’-三磷酸帽的短RNA配体后，发生
构象变化和寡聚化，进而激活线粒体和过氧化物酶体膜上的信号伴侣MAVS。
该信号传导过程受到RIG-I的翻译后修饰的严格调控，包括TRIM25 介导的63
位赖氨酸链接的多聚泛素链的泛素化修饰。本论文旨在阐明TRIM25 介导的泛
素化机制。我们采用 NMR 方法，研究 TRIM25的PRYSPRY 结构域与 RIG-I 的
CARDs 结构域间的相互作用，并通过单点突变和免疫共沉淀方法对指认的作
用位点加以验证。
关键词:RIG-I；TRIM25；蛋白质相互作用；NMR
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Abstract
Innate immunity is the body’s first line of defense against pathogens. Being
part of the innate immunity, RIG-I-mediated RLR antiviral signaling pathway plays
an important role in the induction of type I interferon and the subsequent series of
antiviral innate immune responses. After the recognition of short RNA ligands with
the 5'-triphosphate cap, RIG-I undergoes conformational changes and oligomerization
to launch the signaling pathway. This signaling process is under tight regulation
through the post-translational modifications of RIG-I. E3 ligase TRIM25 is a key
factor in controlling the RIG-I signaling by modifying RIG-I by the Lys63-linked
ubiquitination.
In this thesis, we aim to delineate the mechanism of TRIM25-mediated
ubiquitination. We employed NMR methods to characterize the interaction between
TRIM25 and RIG-I. By titration experiments, the amino acid residues important for
the interaction were identified, which were verified by cell-based assays through
mutations and immunoprecipitation.
Key words: RIG-I; TRIM25; protein interaction; NMR.
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1前言
1.1天然免疫系统
1.1.1免疫系统简介
免疫系统是生物体为保护自身免受病原体伤害而形成的一系列疾病防御系
统。如病毒、细菌、寄生虫等各类有害物质和病原体都可被免疫系统检测并清
除。免疫系统主要由免疫器官(淋巴结、骨髓等)、免疫细胞(单核吞噬细胞、淋
巴细胞等)和免疫分子(免疫球蛋白、干扰素等)等组成。它们通过协调合作共同
起到保护机体免受外来病原体侵染的作用。
免疫系统可分为天然免疫与获得性免疫，两者相互影响互相补充，作为一
个整体发挥免疫作用。
1.1.2天然免疫抗病毒的主要途径简介
天然免疫，又叫做固有免疫、先天免疫，包括生理屏障(皮肤和粘膜组织、
血脑屏障和胎盘屏障等) 、化学屏障(pH值、脂肪酸、酶、急性期蛋白质以及补
体系统) 、微生物学屏障以及参与天然免疫反应的系统(如上皮细胞、巨噬细
胞、单核细胞、粒细胞、自然杀伤细胞、和树突状细胞等)，能广谱地阻止病原
体的入侵并抑制其复制的过程。
天然免疫系统利用模式识别受体(pattern-recognition receptors，PRRs)，通过
识别病原相关模式分子(pathogen-associated molecular patterns，PAMPs)来识别病
原体的存在。PAMPs是由微生物病原体产生的，包括病毒的 RNA、DNA、病
原体细胞壁的成分(脂多糖、肽聚糖等)或者鞭毛蛋白等。PRRs是一些由基因组
编码产生的蛋白质，定位在细胞质内或者内体膜上，引起抗病毒的天然免疫反
应。 在识别 PAMPs后，PRRs迅速地激发一系列抗病毒反应，包括诱导产生大
量细胞因子、 诱导炎症反应和获得性免疫[1,2]。 其中，I 型干扰素 (IFN-α/β)是在
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病毒感染细胞后产生的、可以介导抗病毒反应的关键分子，它们介导了后续的
自然免疫与获得性免疫的抗病毒反应[3,4]。(如图 1.1所示)
图 1.1天然免疫的前期和后期反应
Figure 1.1 The early and later phase of innate immunity
(图片来源于 Honda.K，2006)
天然免疫中，模式识别受体(PRRs)进化保守，并存在于细胞内外空间，主
要可分为四类[3]:第一类是 toll 样受体(toll-like receptors, TLRs)，它们结合于膜
上，识别细胞表面或者内体中的 PAMP，并激活下游一系列信号蛋白，进而激
活干扰素调节因子 IRF3、IRF7 和 NF-κB，最终诱导干扰素的产生[4]；第二类是
游离在细胞质中的 RIG-I 样受体(RIG-I-like receptors, RLRs)；第三类 NOD 样受
体(NOD-like receptors, NLRs)，它们也主要存在于细胞质之中；第四类是主要存
在于质膜的 C 型凝集素受体(C-type lectin receptors, CLRs) [5]。(如表 1.1所示)厦
门
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表 1.1天然免疫识别病毒相关模式分子的模
Tab 1.1 PRRs
注:资料来自于 Osamu Takeuchi，2010
在四类模式识别受体中，TLRs家族最为庞大，分布广泛，并且被较早发
现。在近几年的研究中，RLRs在免疫信号通路中的重要性得到了充分的重视，
本文便是围绕着 RLR信号通路中的重要分子 RIG-I和其调控蛋白 TRIM25的相
关研究。下面将重点对 RLRs的研究进展做重点介绍。
1.1.3 RLRs介导的抗病毒信号通路
RIG-I 样受体(RIG-I like receptor, RLR)家族包括 RIG-I (retinoic acid inducible
gene-I, RIG-I; 也叫做 DDX58) [6]、MDA5 (melanoma differentiation association
gene5, MDA5；也叫做 helicard 或者 IFIH1) [7]和 LGP2(laboratory of genetics and
physiology-2) [8]。RLRs 的结构主要包括 N 端两个串联存在的 caspase 募集结构
域(caspase recruitment domains, CARDs)、 一个位于中间的 DEAD box 解旋酶
/ATP 酶结构域和 C 端的调节结构域 (C-terminal domain, CTD)，如图 1.2所示。
它们位于细胞质中，识别基因组为双链 RNA或以单链 RNA为复制媒介的 RNA
病毒。RLRs在 I型干扰素刺激和病毒感染的情况下大量表达。
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图 1.2 RLRs的一级结构
Figure1.2 The primary structure of RLRs
缺少 RIG-I的小鼠成纤维细胞和树突状细胞在响应各种 RNA病毒时缺乏产
生 I型干扰素和炎症细胞因子的能力[9] 。这些 RNA病毒包括副粘病毒科如新城
疫病毒(NDV)和仙台病毒(SeV)，水泡性口炎病毒(VSV)，流感病毒和日本脑炎
病毒(JEV)。相反，缺乏 MDA5的细胞对这些病毒正常反应。同时，对几种小
RNA病毒科(包括脑心肌炎病毒(EMCV)，Mengo病毒和 Theiler病毒)的 IFN应
答在 MDA5-/-细胞中被消除，但在缺乏 RIG-I的细胞中不被消除。除了 JEV，另
一种黄病毒，丙型肝炎病毒(HCV)也被 RIG-I识别，而 RIG-I和 MDA5二者都
识别登革热病毒和西尼罗河病毒[10,11]。双链 RNA病毒主要通过 MDA5诱导 IFN
的产生。然而，RIG-I和 MDA5的缺失完全消除了 IFN的产生，表明 RIG-I和
MDA5都参与呼肠孤病毒的识别[11,12]。衍生自 RIG-1-/-MDA5-/-小鼠的小鼠胚胎
成纤维细胞(MEF)不能对任何测试的 RNA 病毒产生 I 型 IFN，表明 RIG-I 和
MDA5 是必需的，并且足以诱导产生 I 型 IFN 来响应 RNA 病毒。LGP2 作为
RLR 家族的第三个成员，缺乏 CARD结构域，体外研究表明 LGP2通过隔离
dsRNA或抑制 RIG-I 构象变化而作为 RIG-I 和 MDA5应答的负调控[13-15]。 然
而，在 LGP2 -/-小鼠和破坏 LGP2的 ATP酶活性的 D30A点突变型小鼠的实验中
发现，LGP2对于 RIG-I和 MDA5识别 RNA病毒并产生 I型 IFN的过程是一个
正向调节[16]。 但是，机体识别转染的合成 RNA并产生 I型干扰素这一工程，
并不需要 LGP2的参与。 这些结果表明 LPS2可以通过从病毒核糖核蛋白(RNP)
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
